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A taldlmany targya olyan készitményekre vonatkozik, melyek meggatoljak
baktérium telepek képzbdését, kiilonésen de nem korldtozva szajiregben vald
alkalmazasra fog lepedék csokkentésére. A talalmany vonatkozik tovabba a szijiireg
terapias kezelésére, mely megéllitja vagy visszaszoritja a baktérium telepek kiterjedését

a szajiregben, csokkentve ezzel a fog lepedékek mennyiségét.

A baktérium telep sejtburjanzasat és az inyszovetre valo kiterjedését is meg lehet
-akadélyozni enzimekkel szabélyozva a lepedékszerkezetek kiterjedését vagy méretét. A
talalmany ezen készitmények el6allitdsi modszereire is vonatkozik.
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A taldlmany targya olyan készitményekre vonatkozik, melyek meggétoljak
baktérium telepek képzddését, kulonosen de nem korlatozva szajiregben vald
alkalmazasra fog lepedék csokkentésére. A talilmany vonatkozik tovabbi a szdjiireg
terapias kezelésére, mely megallitja vagy visszaszoritja a baktérium telepek kiterjedését
a szajiregben, csokkentve ezzel a fog lepedékek mennyisegét.

A baktérium telep sejtburjanzasat és az inyszovetre valo kiterjedését is meg lehet
akadélyozni enzimekkel szabdlyozva a lepedékszerkezetek kiterjedését vagy méretét. A

talalmany ezen készitmények el6éllitisi modszereire is vonatkozik.
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A periodontalis, azaz fog korilli betegség az egyik legrégebbi €s leggyakoribb
emberi betegség. Az Oskori emberi leletekben szemmel lathatéan megmarad és
jelentkezik egyébként egészséges egyedeknél is. Manapsag ez a periodontalis betegség
jelentds, vilagméretli egészségiigyi problémat jelent. Maga a betegség a foginy szélén
felhalmozddott foglepedék eredményeként alakul ki. Két atfogd osztilya van a
periodontalis betegségnek, melyek nagyjabol kozelitik a kértani fokozat vagy silyossag
mértékét: a foginygyulladds (gingivitis) és a fog korili szdvetek gyulladisa
(periodontitis).

A foginygyulladas az iny sz€é1én 1évo szévet gyulladasa az ott felhalmozoédott fog
lepedék kovetkeztében. A gingivitisre legtobb esetben a duzzadt, vords és vérzd
foginyszovet jellemzé. Ennek kiterjedése és sulyossdga jelzi a betegség
clorehaladottsagénak mértékét. A periodontitis nemcsak a foginy szélének
gyulladasaval jellemezhetd, hanem a periodontilis inszalag kapcsolodasanak
megsziinésével, az fogmeder (alveolaris) csont veszteséggel és a ham kapcsolodas
csokkenésével, az apicalis migraci6 kovetkeztében. E fiziologiai veszteségek patoldgiai
kovetkezménye a periodontalis zacské kialakulésa, mely megfertézddhet, €s igy a
bakterialis beszivargas forrasava valik a gazdaszovetbe. A meglévd gingivitis kifejlett
lyukka valé tovabbfejlodése képezheti alapjat a periodontitisnek.

A szakirodalom alapjan ismeretes, hogy jelentds mikrobiol6giai populécié keril
a gingivalis (iny) gyulladas helyeirdl a subgingival (foghus alatti) zacskékba.
Ismeretesek bizonyos azonositott és specifikus bakteridlis szervezetek, melyek az
emberi periodontitis kialakulasaért feleldsek, bar mas szervezetek is silyosbithatjak a
betegséget. Tovabba, klinikai vizsgélatok eredmenyei Osszefiiggést mutatnak bizonyos
mikrobiolégiai fajok jelenléte és a periodontalis betegség sulyossaganak foka, illetve
kiilonbozd fajtai kozott. Ok-okozati 6sszefuggés van a baktérium torzs telepek széles
fajtajat tartalmazo6 lepedék mennyiségének jelenléte és a periodontélis betegség kozott.
Ebbbl kovetkezben tehat a periodontalis betegség kiterjedése ¢és shlyossiga
megfékezhetd a lepedék korlatozasaval.



Mind a krénikus foginygyulladdsnak (gingivitisnek) é€s a krénikus
periodontitisnek (fog korili szovetek gyulladdsa) van ket fontos tulajdonséga, mely
szekvencialis rokonsaguk kulcsa lehet. Mindkettd altalaban féjdalommentes egészen a
betegség mér igen elérehaladott szintjéig és a bakteridlis lepedék abszolit feltétele
mindketté kértananak mielbtt ez eldrehaladotta valik és kifejlett periodontalis betegség
1ép fel. Mivel vannak maésodlagos és kilsd tényezok, melyek a betegség mértékét
befolyasoljak, a legfontosabb és egyetlén tényez0, mely a kontrollalhatosag f6 reményét
nyujtja, a bakteridlis lepedék és a periodontélis betegség kozotti dsszefugges.

A betegség kezdetén a bakterialis lepedék felgyulemlik a foginy szélén. A kortan
elorehaladasaval a foghus (foginy) és a periodontilis (in)szalag krénikus gyulladasa
jelentkezik, késobb pedig kiilénbdzd iny-fog szerkezetek megrongalddasa. A kronikus
gyulladést stlyosbitja az asvanyosodott, megkeményedett lepedékbol képz6dd calculus
(kd) a killonbozd szoveti hatarfelilleteken és a periodontalis zacskéban. A hamszovet
vandorldsa a gyulladt és Uszkds terilletekre elraszthatja a lepedék szerkezeteket,
gennyesen valadékozé talyogot eredményezve. A periodontélis betegség végsd és
legsiilyosabb fazisa a fogireg (fogmeder) csont felszivodisa és a fog végleges
lepattogzasa.

A lepedék bakteridlis csoportosuldsok heterogén keverekének siirii élloményﬁ
(matrixban val6) lerakédédsa. Mig a bakterialis Osszetevok alkotjak a lepedék 50-70 %o-
at, a matrix elhalt sejtekbdl, a nyal glikoproteinjeibdl és vérszérumfehérjékbdl 4ll,
melyek egy poliszacharid gerincre rakédnak ra. A lépedék gerincét alkoto
poliszacharidokat maga a baktérium szintetizalja, sajat telepe felépitésének egyik
lépéseként. A lepedék az élb baktérium és a métrix mellett tartalmaz még élelmiszer
maradékokat, néhany hamsejtet, fehérvérsejteket €s tovabbi killonbozd Osszetevoket,
melyek a gazdaszovetbdl szarmaznak, €s annak aktivitasabol erednek.

A lepedék képzddésének és  fejlddésének, vagy proliferdcidjanak
(burjénzasanak) két szakasza van. Az elsd lépéshez szikséges egy nyél
glikoproteinekbd! 4116 alapréteg a fog felszinen, valamint a szajiireg lagy szdvetén. Ez a

nyalbol szarmazo6 bazikus szerves réteg eloszlik (felszivodik) a felszinen és egy sajatos



vékony héjat képez. Ez az oldhatatlan hartya szolgal az iny feletti lepedék alapjaul. A
mésodik 1épés a baktérium telep képzddése egy, a vékony héjban 1€vd ittdrd baktérium
altal. Amint a baktérium egy szerkezet felszinéhez kotddik, azzal 6sszekapcsolddik,
telepet képez és megkezdddik a lepedék kialakulasa.

A kilonbozé foglepedékekben tébb mint 100 eltéré baktérium torzs van. A
baktérium fajtak e valtozatossagit befolyasolja a taplalkozas, a nyal Osszetétele és
bakterialis kolcsonhatasok, hogy néhanyat megemlitsink. A lepedék elhelyezkedése a
széjiiregben, a beteg kora és szdjapolasanak 4ltalinos mérteke mind szerepet jatszik a
periodontalis betegség és a foglepedék kialakulasaban és kovetkezményeiben. Tehat
nem meglepd, hogy a lepedék, mely baktérium térsuldsok heterogén gytjtemenye,
hozzékapcsolédva a foghoz rengeteg biokémiai és fiziologiai kdvetkezményt okoz. A
két £6 koros allapot, mint kdvetkezmény, a periodontélis betegség és a fogszuvasodas.

Terapias szerként az enzimek egyedilallé lehetdséget jelentenek. Bar néhany
régebbi, enzimeket alkalmazé szijpatolégids kutatas azon a feltételezésen alapult, hogy
ezek baktericid hatdsiak a lepedékben taldlhaté szervezetek telepeire,
kovetkezésképpen , fert6tlenitdszerként” milkddnének. Azonban ez a megkoézelités nem
volt eredményes. Ujabban kimutattdk, hogy ha a szdjban 1évé hamsejteket proteazzal
kezelik, megvaltozik a bakteridlis adhézio (tapadas), bar ez a kezelés eltorzitj;a az
aranyokat a kiilénféle baktériumok populaciéja kozott. Sokkal igéretesebb eredmenyek
szilettek, amikor a baktericid hatasrol elterelodstt a figyelem a lepedék keletkezésének
megvéltoztatasira. Ez utébbi eredmények megmutatkoznak in vitro €s in_vivo

korilmények kozott, tovabba allatkisérletekben és emberi klinikai vizsgalatokban.
Azonban ezek a probalkozasok sem feleltek meg a remélt gy6gyaszati hatekonysagnak,
leginkabb azért, mert a eredményes hatéshoz szilkséges idd meghaladta a szajiiregben
1év6 enzim tartézkodasi (retencios) idejétk. Réviden, a nyal folyasa, a szdjiiregben 1évo
egyéb folyadék és élelmiszer mozgdsa és a szokasos mechanikai kavarodas
lecsokkentette az enzim(ek) retenciés idejét. Ezek a tényezOk lerdviditették az enzimek
tartdzkodasi idejét, cizel a vartnal kisebb klinikai eredményességet okozva.



/ seee o .'0. X ..c

Az enzimek in vitro kiprébalasakor az enzim szdjiiregben valé tartézkodasi ideje

nem volt fontos figyelembe veendd kérdés. Nincs arra utalé jel, hogy ezen in vitro
vizsgalatok tervezésénél felismerték volna ezt a fontos véltozét. Azonban ezek az in
vitro rendszerek bizonyitottdk az enzimek aktivitdsat a plakkok csokkentésében €s
felfedtek més fontos tényezdket. Ezen tényezO0k kozé tartozik, hogy: (1) val6szintileg
t6bb mint egy enzim lehet sziikséges; (2) az enzim nagyobb specifikus aktivitisa lehet
szitkséges; (3) egy sokkal megfelelobb enzim lehet sziikkséges; vagy (4) az enzimek
kombinacidja sokkal hatisosabb lehet.

A plakk maga egy rendkivill komplex keveréke kiildnbdzd 8sszetevoknek,
nevezetesen makromolekuldknak, €16 és elhalt sejteknek (teljes baktérium és a
gazdaszovet levalt hamsejtjeinek), sejtdaraboknak és killonféle egyéb kapcsolédd
anyagoknak mind a gazdaszdvetbdl, mind a baktériumflérabdl. Az uttérd munka a plakk
kémiai szempontbol valé vizsgalatakor a plakk szénhidrit vagy poliszacharid (PS)
gerincére Osszpontosult. Ez egy idealis kiindulasi hely, mert a PS gerinc nemcsak a
plakk-matrix szerkezeti elemeként szolgélt, hanem a baktérium ndvekvd telepeinek
szénhidrat éléskamrajaul is. A PS kutatasok legnagyobb része a glukanok szerkezetének
és tulajdonsigainak meghatarozasa koril kdzpontosul, jollehet sok egyéb dsszetevd is
alkotja a plakk keveréket. A korabbi fogaszati kezelési kutatdsokat leiré tudomanyos
szakirodalmi ismertetésekben, beleértve az enzimeseket is, bizonyos sémak meriiltek
fel. A plakk képzddést befolydsold enzimes kutatdsok legnagyobb része a
fogszuvasodas megelozésének jegyében folyt; habar jol ismert dolog, hogy a
plakkképzbdés befolyasoldsa egy alapvetd kérdés, mely kapcsolodik mind a
fogszuvasodas megeldzéséhez, mind a periodontilis betegség megeldzéséhez. A

kutatasok soran végeztek baktériumold hatasa in vitro vizsgalatokat, dllatokon végzett

tanulmanyokat ¢s klinikai vizsgalatokat, beleértve az emberi kisérleteket. Tovabba a
klinikai vizsgalatok legnagyobb része szdjvizet alkalmazott, mely tartalmazza az

enzimet, mig néhany tanulmany ragégumit hasznalt e célra.

A 4,138476 szamu USA szabadalom (Simonson) kitanitdst ad plakkot
diszpergal (eloszlat) enzimekrdl, mint szajon 4t adhat6 terapids szerekrdl, melyeket
molekulérisan atalakitottak. Glitkanhidrolazt kapcsoltak foszfit hordozoécsoporttal,
megnovelve igy az enzim affinitasat a fogak felszinéhez. A médositott glikkanhidrolaz



enzim kovalens keresztkotéssel kapcsolddik a hordoz6hoz, olyan reagal6 szer, mint pl.
az etil-kloroformiat jelenlétében, és igy megndvekszik koétddési képessége a fog

hidroxiapatit komponenseihez.

Az 5,490,988 szamu USA szabadalom (Beggs) utal a terdpids szerek célzott
helyre valo juttatasra. A szabadalom kitanitast ad egy igen specifikus eljarasra, melyben
egy antitest darabja képes kotddni egy célzott helyhez, antigen-antitest kotéssel és a
terapids szer szimaéra biztositja, hogy kapcsolodjon az antitesthez egy olyan tovabbi
peptiddel, melyet az antitesthez kotsttek. A termék dsszetevdi tehét az antitest, a peptid

és a terapids szer.

Az enzimek kiértékelésére kozolt klinikai protokolok vizsgélatai azt mutatjak,
hogy két oka volt annak, hogy a kivalasztott enzimek miért ﬁém mikoédtek teljesen az
elvarasoknak megfelelden: a) az enzimek nem gy voltak moédositva, hogy megnédvelt
iddtartamig maradtak volna a szajiregben; és b) a sz4joblités kiilonbozé ideig tartott és
a nap folyaman kiilonb6z6 megadott idbpontokban végezték, megkilonboztetett
figyelem nélkiil arra, hogy az adagolas kézvetleniil olyan idépontban térténjen, amikor
a széjiiregben 1évd aktivitas (nyelés, ragas és nyalképzddés) korlatozott, mint példaul az

alvas.

A TALALMANY OSSZEFOGLALASA:

A taldlményi gondolat alapja két megfontoldson nyugszik, ¢és mindkettd
szitkséges a periodontalis betegség megelozésének sikeres kezeléséhez. Az elsb a
szajiregben 1évé plakk szerkezetek felépitésének €s mennyiségének enzimes
szabdlyozasa; a masodik az enzimek szajiregben valé tartozkodasi idejének jelentosége.
Mindkét szempontot eldtérbe kell helyezni a periodontélis betegség megjelenésekor a

hatasos kezelésében.

Az egyik szempontb6l jelen taldlmdny oly médon mddosit kivalasztott
enzimeket, hogy azok képesek lesznek szabalyozni a plakkokat vagy annak 6sszetevoit.

A enzimek kivalasztasanal el6térbe kerillnek azok, melyek specifikusan bontanak le



poliszacharidokat. Ezaltal a plakk-matrix gerinc szerkezete szabalyozhat6, a baktérium
szelektiv, vagy széles-spektrumu pusztitdsa nélkil, elkertilve ezzel barmilyen baktérialis
egyensuly felborulésat.

A taldlmany lehetdvé teszi a burjanzé baktérium telepek szelektiv szabalyozasat,
és ezért célja inkabb a megeldzés, mint a kezelés. A taldlmany nem fiigg a sz4jiiregben
1évd baktérium-616 aktivitastol, mely megsziinteti
(a) a normal baktérium szervezetek potencidlis egyensiilydnak felboruldsat, példaul
tilburjanzast, akdr a szdjiregben, akar mashol, tdvol elhelyezkedve a
gazdaszdvetben vagy a gazdaszdveten;

(b) a gazdaszévet szisztematikus valaszait figyelembevevd kévetelményt, mely lehet
immunoldgiai vagy mérgezd;

(c) a foginy széle alé az aktiv hatéanyagok széllitasanak sziikségességét.

A hangsuly tehat a bakterialis adhézion (tapadason) van, killonosen a szdjuregben.

A mddositott enzim eldnydsen egy kivéalasztott anchor” (horgony)
molekuld(k)hoz kotddik, hogy megmaradjon a szijiregben. Az enzimek szijiiregben
vald tartézkodasi ideje leginkabb ugy maximalizalhaté, hogy az enzimeket specifikus
molekuldkhoz kotik, melyek a szerkezetekhez tapadnak és biofilmeket 1étesitenck a
szajiiregen beliil. Az enzim aktivitidsinak meg kell maradnia a kapcsolddas utén. F ontos
az is, hogy a kivalasztott enzim és a specifikus ,,anchor” molekuldk kozti kapcsolddas
sordn ne sériiljén meg teljesen az enzimaktivitds, bar lehetséges, hogy kapcsolddas
kovetkeztében csokkenhet az aktivitds. Mindazonaltal legaldbb egy minimalis hatdsos
mennyiségh enzimaktivitasnak meg kell maradnia a kapcsolodas utén.

Masik szempontbél, a talalmany targya egy olyan médszer, mely meghatérozza
annak mértékét, hogy a kivalasztott és moédositott enzimek mennyire gtoljak a sz4jban

1évd bakteridlis plakk novekedését egy in vitro vizsgalati rendszerben és in vivo. A

kivalasztott enzimek, melyek megbrzik ezt az enzim aktivitdst, az ,anchor”

molekuldkhoz valé kotddés illetve szdrmazékképzés utdn alkalmasak lesznek a plakk
novekedés gatlasara.



A taldlméany alkalmazhatd, de nem sziikségszerlien szajoblitoként, melyet a
lefekvés idején lehet alkalmazni. A szajoblitdben 1évé médositott enzimek eldnydsen
megmaradnak a szjiiregben az alatt az id0 alatt, amig a nyalképzd- €s mechanikai
mozgas kis mértékii. Tovabba, a tartézkodasi idd hossza (hattdl nyolc éra alvasi id6)
egy megndvekedett idotartamot jelent a kezelésben alkalmazott enzimek szamara ahhoz,

hogy véghez vigyék a kivant biokémiai reakciokat.

Ez a taldlmény felveti a fogiszati plakkal kapcsolatos paradoxont: egyrészt
patogenikus tényez6k, mint a baktériumok és a plakk megmaradnak a szajiregben, de
masrészrdl, nem konnyii a potencidlis terdpids szerek, mint az enzimek visszatartasa a
szajiregben. Ez a paradoxon elonyként alkalmazhato a fogdszati plakk
szabalyozasadban, amikor a kivélasztott enzimek adagoldsival a baktérium azon
specifikus jellemzd vonasat vessziik figyelembe, melynek kdszonhetden a periodontalis
betegséget okozza, példaul a szijiireg felszinéhez valé kotddési képességét. Ebben a
talalmanyban kiemelkedd jelentdsséget tulajdonitottunk annak a felismerésnek, hogy
fontos és szitkséges a plakkellenes (antiplakk) készitmény szajiregben val6 tartézkoddsi
idejének megnovelése, hiszen csak a készitmény széjiiregben valo tartézkodasi idejének
megnovelésével érhetd el, hogy képes legyen hatdsosan megel6zni a plakk felépiilését.
Ahol a szijiregben az antiplakk készitmények csak egy nagyon rovid ideig
tartézkodnak, ott értelemszerlien a hatdsossaguk is nagyon korlatozott. Bakteridlis
pusztulds eléréséhez egy rovid tartdzkodasi idd is megfeleld lehet; viszont az j
koncepci6 szerint, mely a baktérium telep novekedését elOsegitd kozeg szerkezeti
felépitésének megvaltoztatasat és modositasat jelenti, egy hosszabb tartézkodasi idé

sziikséges.

A korabbi kutatdsok a periodontalis betegség visszaszoritisara €s
megsziintetésére irdnyultak, legnagyobb részben kozvetlenill a baktérium elpusztitasat
céloztak; csak néhany kutatas célja volt a bakteridlis kornyezet szabalyozasa. Jelen
taldlmany megkisérli a baktérium telep novekedését szabélyozni, megdrizve a
szajiregben 1évd killonbozd baktérium térzsek kozti egyensulyt. A plakk

mennyiségének szabalyozasaval ¢s az extracellularis poliszacharid gerinc méretének
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korlatozasaval a baktérium telepek szdma szabalyozhatd. Ez a szabélyozas valosithaté

meg az enzim készitményekkel és a taldAlmany szerinti eljarassal.
A RAJZOK ROVID LE[RASA

Az 1. 4bran egy taldlmany szerinti enzim-anchor komplex vazlatos rajza lathato,
hozzakapcsolodva a foghoz;

A 2. abran egy taldlmany szerinti enzim-anchor komplex vazlatos rajza lathatd,
hozzakapcsolodva egy membranhoz, vagy a széjiiregben 1év0 mas felszinhez;

A 3. 4bran egy taldlméany szerinti, mas felépitésii enzim-anchor komplex véazlatos rajza
lathato, amikor kapcsolédik a szijiireghez;

A 4. 4brin egy taldlmény szerinti enzim-anchor komplex vazlatos rajza lathatd,
hozzakapcsolodva egy a szajiiregben 1évo baktérium telep matrixhoz; és

Az S. 4bran egy taldlmany szerinti enzim-anchor komplex vézlatos rajza lathatd,

hozzakapcsolddva egy baktériumhoz a szdjiiregben 1évd baktérium telep matrixban.
RESZLETES LEIRAS

Jelen taldlmany célul tlizi ki a kivalasztott enzimek szijiregben valo
megtartasat. Eltéroen a szabad vagy naszcens (frissen képz6dd) enzimek fogkrémben
vagy szdjvizben vald alkalmazé4satol (ahol a hatas csak atmeneti), ezen enzimeknek
hosszabb idd all rendelkezésiikre ahhoz, hogy a vart biokémiai reakcidikat végrehajtsak
és jotékony hatdsukat kifejtsék, mivel ugy moédositottak Oket, hogy meg tudjanak
maradni a szajiiregen beliil. Tovabb4, a specifikus enzimeket eldnydsen ugy valasztjdk
ki, hogy mérgezd hatdsuk minimdalis legyen a baktériumokra, igy megorizhetd a
természetes bakterialis egyensuly és ugyanakkor nincsenek karos hatassal mas
szitkséges és védd biofilmekre, példaul a ,.felépiilt hartyara™.

Bizonyos poliszacharid bont6 enzimek gy moédosithatok, hogy képesek a
szajiireg feliiletein és szerkezetein adszorbedlédni és megéllitani a plakk-métrix-szal

osszekapcsolodott  burjanzé baktérium telepeket. Az enzimeket szdrmazékokka
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alakitottdk vagy ,anchor” molekuldkhoz kapcsoltdk. Az enzim-anchor komplex

»anchor” része tud ezutén a szajiireghez tapadni, meggatolva a plakk felépiilését.

Felismerték, hogy a fogszuvasodas kialakuldsdban valdszinfisithetden szerepet
Jatszik a Streptococcus mutans és a plakk. Ez a fogszuvasoddst okozé baktérium
szukrézt hasznal fel szubsztritok termeléséhez, amely a szdjiiregben 1évd teljes
mikrobidlis populacié anyagcseréjéhez sziikséges. E szukrézt felhasznalé anyagcsere
végtermékei szerves savak, melyek beinditjadk a fogszuvasodas kialakuldsanak 1épés
sorozatat. Tovabba a Streptococcus mutans szukrézt hasznal fel a szdjban 1€vd tenyészet
telepeinek megndveléséhez is, amikor komplex és vizben oldhatatlan poliszacharidokat
termel a szukroz-fiiggd szubsztrat készlet felhasznaldsaval. Ugyanez a helyzet t6bb mas
baktérium esetében, melyek fogaszati plakk-kal alkotnak telepet.

Az oldhatatlan poliszacharid szerkezetek alkotjék a kiterjedt baktérium telep
gerincét, melyek amikor Osszekapcsolédnak, plakk formajaban egy lathaté filmet
alkotnak. Mig a poliszacharidok jelenléte nem feltétele az utt6r6 baktérium
fogfelszinhez valé tapaddsinak, a telepek képzddéséhez és dallandésuldsdhoz ezen
oldhatatlan poliszacharidok sziikségesek. Ugy tiinik, hogy a komplex poliszacharidok,
oldhatatlan tulajdonsagukbdl kovetkezden nem csak a kezdeti baktérium telep
képzddését és burjanzasat okozzak, de meg is védhetik a baktériumot terapias szerektdl.
Tehat jelen taldlmany alkalmazhaté olyan szerekkel kapcsolatban is, melyek bakterialis
pusztuldst okoznak, akdr specifikusan akar nem-specifikusan. Korlatozva és
szabalyozva az oldhatatlan poliszacharidok mennyiségét és végiil a plakkban 1évd
bakteridlis telepet, jotékony hatds érhetd el a periodontalis betegség megeldzésében és
elorehaladasaban. Ezen komplex, oldhatatlan poliszacharidok egyike a glikin. A
glikan enzimes lebontasa tehat a jelen taldlmany egyik targya.

A taldlmény targya egy készitmény €s mddszer, bizonyos glitkant bonté enzimek
rogzitésére a szijiireg felszinéhez €s szerkezetéhez. Ez meggatolja a plakk felépulését,
mely a periodontalis betegség egyik sziikséges bevezetd 1épése. A burjanzé baktérium
telepek gatlasaval megfelelden elkeriilhet6 a kilénféle baktérium torzsek koézt fennallé
egyensuly vagy mikrobiolgiai okoldgia barmilyen eltorzulasa. Altalaban véve,
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kivanatos elkeriilni a bakteridlis tenyészet megvaltoztatasdt az alkalmazkodé
baktériumok tilburjanzasinak lehetosége miatt, melyek patogenikusak lehetnek. A
talalmany szerinti készitmény igyekszik fenntartani a szajiregben 1év6 kulonféle
baktérium torzsek kozt fennallé természetes relativ aranyokat. Mindazonaltal a
baktérium bizonyos torzseinek abszolit szdma legalabbis csokkeni fog, mivel ezek

telepei kisebbek lesznek.

Egy, az enzim szdjiregben vald tartézkodasidnak idétartamat megnoveld
mechanizmus kifejlesztése lehetdséget ad a klinikai hatékonysidg megndvekedésére. E
cél eléréséhez a hatékony enzimeknek hosszabban kell a szijiiregben megmaradniuk,
hogy vart hatasukat kifejtsék. A szajiregben lév6 enzimek megnovelt tartézkodasi ideje
korlatozza a plakk képzOdést azaltal, hogy a plakk maétrix poliszacharid gerincének
kialakulasat szabalyozza.

A taldlmany szerinti készitmény célja, hogy lehetévé tegyen hosszabb
tartézkodasi iddt a szijiiregben az enzim szdmara. E megkdzelités szerint, a megfeleld
enzim(ek)et moédositva és hozzakapcsolva egy ,,anchor” molekuldhoz, az enzim-anchor
komplex ,,anchor” része fog kapcsolodni a szajiireg alakzataihoz. Az anchor molekula
gy lesz specifikusan kivalasztva, hogy k6t6djon, példaul 1étezd plakkhoz vagy a fogat
borité kialakult hartyahoz. A hamszdvet viszonylagosan gyors 4talakuldsa miatt a
szajiiregen beluli nyalkas szovet réteg kevésbé alkalmas hely egy kotés kialakitasara,
mint akdr a mar létezd plakk vagy hartya.

Egy készitményben harom ,,anchor” molekulaval kapcsolodik k€t enzim, melyek
olyan enzimatikus aktivitdsiak, hogy hatékonyan szabdlyozzik a plakk szénhidrat

szerkezet gerincét,. A kapott hat enzim-anchor komplexet vizsgaltdk egy in vitro teszt

rendszerben, mely nyélat tartalmazott (normal baktériumokat é€s sok glikoproteint),
hogy megallapithaté legyen a plakk szabalyoz6 képességitk €s a plakkhoz kapcsolodva
a tulburjanzast megallitsik és a plakk poliszacharid gerincének hidrolitikus hasitasat
okozzak. Ezeknek az enzim-anchor komplexeknek a klinikai hatékonysagat

megbecsiilik és szikkségszeriien optimalizaljak.
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Hivatkozva a rajzok 1. és 2. abraira, ezeken egy talalmany szerinti enzim-anchor
komplex vézlatos rajza lathat6. A rajzok vazlatos abrazolasok, nem méretaranyosak és
csak szemléltetd céluak. Az 1. abran lathaté egy 10 fog és a 12 fog felszine. A 12
fogfelszinen egy matrixba agyazott baktérium 14 telep kapcsolodik a 10 foghoz. A 12
fogfelszinhez kapcsolédik egy 16 anchor molekula is, mely lehet egy odatapadt peptid.
Egy 18 rogzitett enzim kapcsolodik a 16 anchor molekuldhoz és a 16 anchor molekula,
valamint a 18 rogzitett enzim egyiittesen alkotjdk a 20 anchor-enzim komplexet. A 20
anchor-enzim komplex verseng a 14 baktérium teleppel a 10 fog 12 felszinéhez valé
kotodésért, lecsokkentve ezzel a lehetséges szubsztrat helyeket a 14 baktérium telep
kapcsolodasdhoz. Raadasul és fontossagat kiemelve, a 18 enzim kifejti katalitikus
hatdsat a 14 telepen, lebontva a plakk matrixot és/vagy a poliszacharid gerincet. Az 1.
abran a 22 matrix vége lathaté a 18 enzim mellett. Tovabba a 20 anchor-enzim
komplex jelentds tartézkodasi ideje a 12 fogfelszinen tobb, mint dtmeneti akadalyt
okoz a plakk mdtrix és a 14 baktérium telep elburjdnzasaban.

A 2. 4bran a taldlmany mésik megvaldsulasi formaja lathat6. Ezen az dbran az 1.
abranak megfeleld részek ugyanazokkal a szdmokkal vannak jelSlve. A talidlmany 2.
abran lathaté megvaldsulasi forméjan a 12 fogfelszinen egy 24 hértya van, melyhez
enzim kapcsolédik. A hartya, mely peptideket, fehérjéket és hasonlé alkotdkat
tartalmaz, szolgaltathatja vagy képezheti az anchort, vagy az alkalmazott enzimhez
korabban mar hozzikapcsolt elkiilénitett anchort.

A 4. abran a baktérium 14 telep matrix egy részlete lathatd, benne egyedi 44
baktériumokkal. Ezen az 4brdn a 20 komplex anchor 16 molekuldja a bakteridlis
matrixhoz kapcsolddik és a matrix 22 vége vilagosan lathatd. Az 5. abran a 20 komplex
anchor 16 molekulaja k6zvetlenil a 44 baktériumhoz kapcsolodik a 14 matrixon beliil.

E talalmany az enzim-,,anchor” komplexét kiegésziti olyan poliszacharid bonto
enzimek beépitésével, melyek kiillonbdznek a glitkkan bont6 vagy hidrolizalé enzimektol,
igy példaul fruktéz alapu poliszacharidokat bont6 enzimekkel, melyek glikoproteineket
hidrolizalnak. A komplex szintén kiegészithetd ligandum-alapi ,,anchor” molekuldkkal,

melyek utdnozzak a baktérium kilsd sejtfelszinét, igy kozvetleniil versengd
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kapcsolddast képeznek a baktérium és az ,,anchor” enzim komplexek kozott. Tovabba a
komplex tartalmazhat receptor-alapi ,,anchor” molekuldkat, melyek utanozzik a
baktériumkotdhelyeket, igy az ,,anchor-t tartalmazdé” enzimek adszorbealédhatnak a mar
a plakkhoz kotott baktérium felszinén. Végil, az anchor molekuldk lehetnek
polipeptidek is, melyek ismert médon tapadé molekulakként alkalmazhatok.

A potencialisan megfeleld hidrolitikus enzimek tisztitasaval (poliszacharid
hidrolazok, glikoprotein bonté enzimek) nagyobb specifikus aktivitds érhetd el és a
reakcid specifikus tipusara iranyul a figyelem.

Ezek utan elvégezhetdk az enzim és az ,anchor” molekuldk kozotti kotés
mértékének vagy fokanak meghatarozasara alkalmas eljarasok is, meghatdrozva ezzel az
‘enzim molekuldhoz kapcsol6dé ,,anchor” molekuldk szamat, mely megadja az enzim
aktivitas és kotésfok legjobb kombinacigjat.

Elfogadhat6, hogy barmely olyan hatasi enzim alkalmazhat6 ebben a taldlmanyban,
mely csokkenti a bakteridlis telepek képzddését. Elénydsen alkalmazhat6é az enzimek
egy hidrolitikus miikédésii csoportja, vagy hidrolazok, mivel ezek kilonosen
hatékonyak. Ez a csoport el6segiti olyan kémiai kétések hidrolizisét, melyek részeket
kotnek Ossze és a hidrolizis reakcidjanak végbemenetele utian elkulonithetd kémiai
entitasként léteznek. E taladlmanyban elénydsen alkalmazhaté enzimek a kovetkezok
koziil valaszthatok ki: észterazok — észter kotéseket hasité enzimek; glikolitikusan
hasité enzimek — oligo- és poliszacharidok kotéseit hasitd enzimek; éter kétést hasitd
enzimek; peptid kotést hasit6 enzimek, ahol a fehérjék a szubsztratok (reagensek); szén-
nitrogén kotést hasitd enzimek, ahol a szubsztrat (reaktdns) nem fehérje; savanhidrid
bontd enzimek; szén-szén kotést hasitok; halid kotést bontdk; foszfor-nitrogén kotést
bontok; kén-nitrogén kotést bontok; és szén-foszfor kotést bontok.

Anchor molekuldk és alakzatok az enzimek szdjiregben valé rogzitéséhez
valaszthatdk szamos kiill6nb6z6 kategdriabol, az alabbiak szerint:
A. fehérjék, fehérje fragmentumok és polipeptidek

a. természetben elofordulé
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természetben eléforduld, de médositott

szintetikus polipeptidek
természetes aminosavakat felhasznald
szintetikus, természetben nem talalhaté aminosavakat, példaul D-
aminosavakat, -szubsztitualt aminosavakat, alfa,alfa-diszubsztitualt,
stb. felhasznal6

tilnyomo elektromos t6ltéssel rendelkezok

kationos (bazikus amino savak)

anionos (savas amino savak)

semleges (alifids amino savak)

a fentick barmely kombinacidja

B. szacharidok és poliszacharidok

a.

I

il.

természetben eldéforduld, példaul glikk6z, mannéz, galaktéz, ramnéz,
fukoz, fruktdz, szukroz, stb.

természetben  eléforduld amino cukrok, példaul glikézamin,
galaktézamin, N-acetilglitkozamin, N-acetilgalakt6zamin, neuraminsav,
szialsav, stb.

szintetikus, €s nem természetes szacharidok €s amino cukrok

cukrok észterei, példaul cukor-szerves sav észterek, stb.

kémiailag Osszekapcsolt cukrok ¢és fehérjék/polipeptidek, példaul

szintetikus glikoproteinek

C. Glikoproteinek/proteogliikkanok

a.
b.

természetben eléforduld, példaul elasztin, lektinek, stb.
szintetikus, példaul médositott, természetben eldforduld glikoproteinek /
proteogliikanok

D. Glikolipidek

a.

természetben  eloforduld, példaul  szfingomielin, cerebrozid,

gangliozidok, stb.

b.

szintetikus, példaul mddositott, természetben eléforduld glikol; lipidek,
olyan kémiai eljarassal kezelve, mint észterképzés, amidalas, vagy
hasonlo6 kémiai reakcidkkal
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E. Lipoproteinek, példaul chylomicron, nagyon kis siriiségli lipoproteinek
(VLDL), kis siiriiségii lipoproteinek (LDL), nagy siiriiségii lipoproteinek (HDL),

stb.
F. Lipidek
a. nem-poldrosak, természetes vagy szintetikus eredetiiek, példaul
trigliceridek, koleszterol vagy egyéb névényi vagy allati szterolok, stb.
b. poléros, természetes vagy szintetikus eredetiiek, példaul foszfolipidek

(foszfatidil szerin), stb.

G. Sejt fragmentumok és kitiriilt sejtek — kiillsé bakterialis vagy allati sejtfal vagy
membran szegmensek vagy részletek, melyek leképezik az €16 vagy életképes
bakterialis vagy allati sejteket azért, hogy a szdjiiregen belilli feliilethez
erdsitsenek egy enzimet.

H. Nem bioldgiai eredetii, polimer anyagok
a. homopolimerek, példaul polietilénglikol (PEG), stb.

b. kopolimerek, példaul sztirén-butadién polimerek, stb.

Az enzimek és az anchor molekulak kozti kotések is sokfélék lehetnek. Ezek a
kotések lehetnek kémiaiak, kemiszorpcidsak, vagy kovalens kotések, beleértve: amid
(peptid); észter; glikozid (cukor kotések); és/vagy éter. A kotések lehetnek fizikaiak,
fiziszorpciosak, mint példaul: van der Waals kétések, beleértve a lipofilitast; toltés-
toltés vonzoerdk/kolcsonhatasok, beleértve az elektrosztatikus kélcsonhatast, és/vagy
hidrogén kotés, ezen feltil hidrofilités.

Az anchor-enzim komplex anchor része és a szijiiregben 1évo szubsztrat
felillete kozti kotések jellemzoen ugyanazok, mint az el6z6 paragrafusban felsoroltak. A
rajzok koziil a 3. abrdn lathaté egy 30 szubsztrat vazlatos abrazolésa, mely a szijireg
feliilete, ahogyan példaul egy fog, egy 1étezd plakk, egy lerakodas vagy nyalkas szovet
és hozzékapcsolddik egy 32 anchor-enzim komplex. A 32 anchor-enzim komplexet egy
34 anchor rész ¢s egy 36 enzim rész alkotja. Van egy anchor-felszin 38 hatarfeliilet a
32 komplex és a 30 szubsztrat kozott, és egy 40 anchor-enzim kapcsolat. Ugy tinik,

hogy nagyobb tendenciaval alakul ki kémiai kotés a 36 enzim rész és a 34 anchor rész
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k6z6tt, mig a 32 anchor-enzim komplex 34 anchor része ¢és a 30 szubsztrat kozotti
kotés inkabb fizikai jellegi.

Az enzim és az anchor kozotti kétés inkabb kémiai jellegii. Az anchor-enzim

komplex anchor részének kolcsénhatasa pedig inkabb fizikai jellegi.

Példa

A taldlminy egyik megvalositasi formaja magaban foglal két kivalasztott
enzimet, melyekrdl ismert, hogy a fogéaszati plakk maétrixot alkoté poliszacharid
gerincet lebontd aktivitdssal rendelkeznek. Két ilyen enzim:

1) a-Gliikozidaz EC 3.2.1.20; [(1-3) gliikkanohidrolaz].

Az o-Gliikozidaz kereskedelmi forgalomban kaphaté. Mig az enzim nagyobb
hatékonysaggal bont o-1,-4 glikéz kotést, hidrolizdl o-1,-2 és a-1,-3 kétéseket is.
Szintén hidrolizal a-1,-6 kotéseket, de csak nagyon kis mértékben.

2) Dextranaz EC 3.2.1.11; [(1—>6) 6-gliikanohidrolaz].

A Dextranaz is kaphat6 kereskedelmi forgalomban. Ez az enzim a-1,-6 kotési
gliik6z molekuldkat hasit le poliszacharidokbdl.

Sok kutatd jellemzi a gliikan szerkezetet a-1,-3 és a-1,-6 kotésekkel. A glukant
mar leirtak a-1,-4 és a-1,-2 kotésekkel is. Szerkezeti szempontbél, az a-1,-6 kétések
adjak a glikan hosszisagat és az o-1,-3, a-1,4 €s a-1,-2 kotések pedig a glikkan
elagazoé szerkezetét. Még nem ismert az hogy, vajon a gliikkdn molekula hossza vagy
elagazd szerkezete fontos a bakteridlis telepképzddés szempontjabdl. Ez okbdl két,
kereskedelmi forgalomban kaphaté enzimre esett a vélasztas: az a-Glitkkozidazra, mely
a-1,-4 és a-1,-2 és a-1,-3 kétéseket bont, tehat a glitkan szerkezet eldgazasi pontjainal
hasit és a Dextranizra, mely a-1,-6 kétéseket bont, tehat a molekulahosszt meghatarozo
kotéseknél hasit.

Ezek az enzimek kiilon-kiilén kapcsolodnak mindegyik ,.anchor” molekulaval:
1) bazisos polipeptiddel, példaul Lys-Lys-Glu-Lys-Lys vagy valamely hasonlé bazisos
polipeptiddel; 2) egy savas polipeptiddel, példaul Glu-Glu-Lys-Glu-Glu vagy valamely
hasonlo savas polipeptiddel.
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A teichoin savak és lipoteichoin savak fontos baktérium sejtfal alkotok a kotés
kialakitdas szempontjab6l. Ezek a komponensek foszfat észterekkel is
6sszekapcsolédhatnak, mely anionos jelleget ad a baktérium sejt felilete kiilsd
részének. Igy a kationos jellegii Lys-Lys-Glu-Lys-Lys ,,anchor” molekula vonzédik a
bakterialis sejtfalhoz.

Mivel a rendelkezésre allé bizonyiték alapjan a bakterialis sejtfeliilet anionos
jellegli, indokolt az a feltételezés, hogy a baktérium foként kationos jellegli plakk
részeken létesit telepet. Valdjaban ha kationos jellegi teriletek vagy helyek vannak a
plakkhoz kapcsolédva, a Glu-Glu-Lys-Glu-Glu anionos jellegii ,,anchor” molekula

vonzodik a plakk kationos teriiletéhez, mely nagyon elényés lenne.

Tovabba vagy alternativan, barmely mas stiriin dsszetomorilt lipid molekula,
ugymint a micelldk szolgdlhatnak akar szdjiregben 1évd szubsztratként vagy anchor-
ként, amelyhez az enzim-anchor komplex hozzakapcsolédik.

A toltés vonzasok elve fontos szerepet kaphat a bakteridlis kapcsolddas
kialakuldsaban, mely alapjan régziteni lehet kivalasztott enzimeket a szdjtiregben 1évo
kilonféle szerves alakzatokhoz. A plakk telepek képzddése soran a bakteridlis tapadas
mas tényez8ket is érint, nemcsak egyedill a toltés vonzast. fgy specifikus fehérjék is
feleldsek lehetnek a szdjban 1évé baktérium poliszacharidhoz (glitkan) és plakkhoz valé
kotddésében. Mindazonéltal a plakkban a bakteridlis koétddést leiré jelenlegi
mechanizmus nem zar ki egyéb kotési mechanizmusokat melyek szerint az enzimek
specifikus ,,anchor” molekuldkkal kapcsolodnak, €s beletartoznanak e talalmanyba.

E példaban felsorolt enzimek és anchor molekuldk hat enzimszarmazékot

eredményeznek, széles t6ltés-kotés képesség lehetoségével.

SZINTEZIS
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Az enzim-anchor komplexek szarmazékainak szintézise soran minden egyes
,,anchor” molekula két egyedi enzimmel kapcsolddik. A bazisos jellegi Lys-Lys-Glu-
Lys-Lys polipeptid a Glu szabad karboxil csoportjaval kapcsolédik a két enzimhez és
van valamely kapcsolddés a polipeptid szén-termindlisan keresztiil is. A savas Glu-Glu-
Lys-Glu-Glu polipeptid a Lys szabad aminocsoportjan keresztill kapcsolddik és van
bizonyos kapcsolddas a polipeptid N-terminélisan keresztiil is a két enzimhez.

A hat enzim szdrmazék reakciotermékeit oszlopkromatografidval lehet tisztitani,
molekulaméret szerinti kizdrdssal. A tisztitott, Osszekapcsolt enzimek vizsgalati
eredményét oOsszehasonlitva a nem mddositott enzimekével megallapithat6, hogy a

kotés kévetkeztében tortént-e barmiféle valtozas az enzim aktivitasban.

E példaban szereplé hat anchor-enzim komplexet vagy mas enzimek és anchor
molekulédk komplexeit a tovabbiakban vizsgalhatjak in vitro rendszerben a klinikai
alkalmazas el6tt. Barmely megfeleld vizsgalati eljaras alkalmazhatd, példaul Drake
eljarasa [Drake, D. R., Vsrgas, K., Cardenzana, A. és Srikantha, R. ,Enhanced
bactericidal aktivity of Arm and Hammer dental care.” Am. J. Dent. 8, 308-312 (1995)]

vagy ennek egy valtozata.

A bazikus és savas polipeptidek melyek kereskedelmi forgalomban kaphatdk,
példdul Peptides International cégtdl, Lousville, Kentucky a szilard fazisu
peptidszintézis t6bb valtozataval is eldallithatok. A kiinduldsi anyagokat tisztitas nélkul
lehet felhaszndlni; bar minden egyes kiindulasi anyagokbol félre kell tenni és szikség
szerint eldzetesen vizsgalni kell a tisztasdgot, példdul nem vart reakci6 termékek
leirdsahoz stb.

Az enzimek melyek szintén kaphatok kereskedelmi forgalomban és alkalmazhatok
tisztitas nélkiil is, beszerezhet6k a United States Biochemical cégtdl, Cleveland, OH és
a Worthington Biochemical cégtdl, Frechold, NJ. Egyéb felhasznilhaté enzimek,
melyek kereskedelmi forgalomban nem kaphatok, standard eljarasokkal izolalhatdk és
tisztithatok szovetekbdl, szervezetekbdl. Mindegyik enzimbdl félretett mintat kell
vizsgalni, és ha szikséges, a tisztasigot meg kell hatdrozni. Ezek a tisztasdgi
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vizsgéalatok fontosak lehetnek az in vitro kisérleti eredményektdl fuggben. Ezek a
vizsgalatok elvégezhetdk az enzimekbdl félretett mintakkal.

Az enzim aktivitds mérését érdemes a szdrmazékképzés reakcidja (kotés kialakitasa)
eldtt és utan is elvégezni €s ez kénnyen megval6sithat6, példaul 4-nitrofenil-o-D-gliikkoz

felhasznalaséaval, egy standard mérési médszer szerint.

A Dbazisos jellegli Lys-Lys-Glu-Lys-Lys polipeptid mindegyik enzimhez
hozzédkapcsolhaté Williams (1981) mddszerének egy valtozatival [Williams, A. és
Ibrahim, I. A. ,,A mechanism involving cyclic tautomers for the reaction with
nucleofiles of the water-soluble peptide coupling reagent 1-ethyl-3-
[dimethylaminopropyl]-carbodiimide (EDC).” J. Am. Chem. Soc. 103, 7090-7095
(1981)]. Ez az eljaras 1-ethyl-3-[dimethylaminopropyl]-carbodiimidet (EDC) hasznal
kapcsolasi szerként. A polipeptidben a Glu EDC-vel aktivalt karboxil csoportja (és a

polipeptid szén-terminusénak karboxil csoportja is) az enzim szabad amino csoportjaval
kapcsolédik, kovalens amid kétést kialakitva.

A savas jellegli Glu-Glu-Lys-Glu-Glu polipeptid mindegyik enzimhez
hozzakapcsolhaté O’Shannessy (1987) modszerének egy véltozataval [O’Shannessy, D.
J. és Hofmann, W. L. ,,Coupling antibodies for site directed immobilization.” Biotech
Appl. Biochem. 9, 488-496 (1987)]. Ebben az eljarasban a Lys szabad amino csoportja
(és a polipeptid N-terminusanak szabad aminocsoportja is) aldehiddé alakul és azutdn

kapcsolddik az enzimek szabad aminocsoportjahoz.

Mindkét kapcsolasi és szarmazékképzési reakcidban, beleértve a polipeptid anchor
molekuldkat, melléktermékek széles skaldja keletkezik; bar széles skalan fog mozogni a
molekulak méretkiilonbsége is (molekula sulyok), lehetdvé téve ezzel tisztitasi eljaras
alkalmazasat, példaul HPLC-t egy 3000 PW oszlopon, molekula méret szerinti
elvélasztas alapjan.

Ezen elvélasztasi 1épés célja a reakcio ,tisztitasa”. A ,tisztitds” ugyanis eltavolitja
az el nem reagdlt polipeptid ,,anchor” molekuldkat, az egymaéssal elreagalt ,,anchor”
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molekuldk polipeptid keverékét és az enzim-,anchor” komplexek kivant termékeit.
Szintén keletkezhet szdmos, kivansagnak megfeleld enzim-,,anchor” komplex is, az
enzimhez kapcsolddott ,anchor” molekuldk szdmatél fiiggben. Nem feltétleniil
szitkséges az enzim-,anchor” komplexeket kiildn frakciokba szedni az ,anchor”
molekuldk szdmatél fuggden, inkabb érdemes az Osszes enzim-,anchor” komplexet
egyiittesen vizsgalni és klinikai gyakorlatban alkalmazni. Mindazonaltal el lehet
valasztani egymdast6l molekuldnként az enzim-,anchor” komplex fajtakat, ahol ez
sziikséges.

Ahol kivanatos és sziikséges, a tisztitdsi modszer validdlhato, az oszlop (HPLC)
mikddési feltételeinek megadasaval €s beéllitasaval. Minta futtatasok lehetnek 1) csak
az enzimmel; 2) csak az anchor molekuldval; és 3) az enzim nélkiili reakcideleggyel.
‘Retencids idd/frakcié szam megadhatd az egész fehérjére, meghatirozott mikodési
korilmények mellett, igy elvdlaszthatok egymastdl a szabad ,,anchor” molekuldk, a
reakcié termékek az ,,anchor” molekuldk kozott, szabad enzimek és enzimszarmazékok

vagy 8sszekapcsolodott enzimek.

In Vitro vizsgalat

Klinikai alkalmazas el6tt az eldallitott enzim-anchor komplexek hatékonysagat meg
lehet hatarozni egy in vitro vizsgalatban. Egy ilyen vizsgilatot ismertetiink az
aldbbiakban.

A vizsgilat alanyait a nyaltermelés szerint és a Strepfococcus mutans és az

Actinomyces viscosus magas szintje szerint (telep szamlalas) valasztjak ki, melyek
ismerten erbs plakk-képz0 baktériumok. A kivalasztott populacié nyalképzése
elosegithetd inert (élettelen) anyag rdgasaval, mint parafilm vagy carbowax. Az
oltéanyag torzsoldata az dsszegyijtott nyalbol késziil. Ez a térzsoldat a nyalmintak és az
azonositott térzsek (az sszes minta 20-25 %-a) legnagyobb populdcidnak elegyitésével
késziil.

Ezutan, a kévetkez6 oldatokat kell elkésziten::

a) szukrozzal gazdagitott hisleves

b) 20 mg/ml klorhexidine pozitiv kontrol oldat, ismert plakk-képz6 inhibitor.
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c) A két teszt-jellegli kontrol lehet nem mddositott enzim, példaul ,anchor”
molekulak nélkiili enzimek.

d) A 8 kezel6 oldat (6 vizsgalati oldat és 2 teszt-jellegli kontrol) késziilhet a
szukrézzal gazdagitott huslevest olddszerként felhasznilva, hozzdadva 10,
1.0, és 0.1 mg/ml koncentraci6ju térzsoldatokat.

Eljéras
Steril iiveglapokat helyeziink 50 ml-es teszt csévekbe, melyek 39 ml szukrézzal
gazdagitott huslevest tartalmaznak. A csoveket beoltjuk 1 ml oltéanyag
torzsoldattal. 37°C-on, 5-%-o0os CO, alatt, 24-t6] 48 6rdig inkubéljuk a cséveket,
amig a plakk képzddés szemmel lathatéan megjelenik. A lapokat eltavolitva,
attesszik adagol6 oldatokba, melyek friss szukrézzal gazdagitott huslevest
tartalmaznak (39 ml, 50 ml teszt csGben) és hozzdadunk 1 ml megfeleld teszt
oldatot. A adagol6 oldat sszetétele a kovetkezo lehet:
1) Nincs kezelési kontrol - szukrdzzal gazdagitott husleves
2) Pozitiv kontrol — 20 mg/ml klorhexidine
3) Kontrol kezelésekhez kapcsolva, 1A, 1B és 1C — 1.0 mg/ml ,,anchor”’-mentes
a-Gliikkozidaz
4) Kontrol kezelésekhez kapcsolva, 2A, 2B és 2C — 1.0 mg/ml ,,anchor”-
mentes Dextranaz
5) Teszt kezelések, 2A, 2B és 2C (3 Dextranaz-,,anchor”): 10, 1.0, és 0.1
mg/ml.
6) Teszt kezelések, 2A, 2B és 2C (3 Dextranaz-,,anchor”): 10, 1.0,¢és 0.1
mg/ml.

Az uveglapok koriilbeliil egy érdn at a megfeleld adagolé oldatokban maradnak.
Abb0l kivéve egy tiszta szukrézzal gazdagitott hiislevesben martogatva le6blitjiik 6ket.

A lapokat ezutan friss szukrézzal gazdagitott hiislevesbe helyezzik €s a csoveket
hasonlé6 moddon 24-t81 48 o6raig inkubaljuk. A plakk mennyiségét rdgzitjitk
(lefényképezzilk) minden egyes kezelés esetén és mindegyik lapon 1évd plakkot
leszedjiik, megszaritjuk és lemérjik.
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Mindkét enzim aktivitdsat meghatarozzuk a szdrmazékképzés eldtt és utan, és
ugyanigy a reakcid “tisztitas” hatékonysagat is. Mindegyik vizsgdlatot vizualisan
végezziik; mindegyik kezelésrdl fényképet készitink (mindegyik kezelést haromszor
megismételve, fényképpel), és mindegyik tesztben képz6dott plakk mennyiségét
megmérjik.

Az enzimek, anchorok és a kotést 1étesitdé modszerek és eljarasok kivalasztasanal
szamos tényezOt figyelembe vesziink, hogy a leghatékonyabb enzim-anchor
komplexeket kapjuk. Néhany ezek koziill: Az enzimek és anchor molekulak kivélasztasa
mindig a legmegfelelobb legyen a baktérium telep matrixdnak szabdlyozasa
szempontjabol. Tobb mint egy enzim lehet sziikséges a plakk képzodésben szerepet
jatsz6 poliszacharid gerinc kritikus korlatozasahoz.

E taldlmany lehetséges eldnyei a kovetkezdk: 1) nem szitkséges baktericid
aktivitas, 2) megmarad a szajiregen belili természetes mikrobioldgiai egyensily, és 3)
a karos hatasok valdszinliségét minimalizalja vagy megsziinteti a gazdaszévetben a

szajiiregbdl eltavolitott helyen.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Baktérium ndvekedést / telep képzést szabalyozo készitmény, mely tartalmaz:
egy enzimet
egy anchor molekulat, mely az enzimhez kapcsolédva enzim-anchor
komplexet képez, az anchor képes egy baktérium telephez kozeli
szubsztrathoz kapcsolédni,
azzal jellemezve, hogy a szubsztrathoz kapcsolddva a baktérium telepnél

1évd enzim-anchor komplex retencids ideje meghosszabbodik.

2. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az enzim

kivalasztdsa a szerint torténik, hogy képes-e lebontani a matrix telepet.

3. A 2. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a métrix telep
poliszacharidokat tartalmaz ¢s az enzim kivalasztdsa a szerint torténik, hogy
képes-e lebontani a poliszacharidokat.

4. A 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor molekula
képes a sz4jiregen belill bairmely megfeleld szubsztrathoz kapcsolddni.

w

. A 4. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor molekula a
fog felszinéhez kapcsoldédik.

(=)

. A 4. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor molekula a
fog felszinén 1év6 hartyahoz kapcsolodik.

S

. A 4. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor molekula
egy baktérium sejtfaldhoz kapcsolddik.

o0

. A 4. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor molekula

egy ligandumra alapozott molekula, melyet gy terveztek, hogy utanozza a
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baktérium sejtfeliiletének kiilsejét €s ezzel versengé kotést képez a szajireg

felszine, és a baktérium és az enzim-anchor komplex kdz6tt.

9. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a szijiregben lévo

10.

11.

12.

13.

14.

felszin egy plakk métrix.

A 7. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor
molekula egy receptorra alapozott molekula, melyet ugy terveztek, hogy
kapcsolédjdn a baktérium kot6helyeihez, gy hogy az enzim-anchor komplex
ratapadhasson a baktérium feliletére.

A 3. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a poliszacharid
glitkan.

A 3. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a poliszacharid
egy heterogén és komplex aggregatum ¢s tobb kilonbozé oligo- €s
poliszacharidok keveréke.

A 3. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a kivalasztott
enzim egy hidrolitikus aktivitasi hidrolaz.

A 13. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az enzim a
kovetkezd csoportbdl van kivalasztva:

észterazok, melyek észter kotéseket hasitanak; glikolitikus bonté enzimek,
melyek oligo- és poliszacharidokban Iévd kotéseket hasitanak; éter kotést
bontd enzimek; peptid kétést bont6é enzimek, ahol a fehérjék a szubsztratok
(reaktans); szén-nitrogén kotést bonté enzimek, ahol nem egy fehérje a
szubsztrat (reaktans);, szén-szén kotést bonté enzimek; halid kotést bontd
enzimek; foszfor-nitrogén kétést bontd enzimek; kén-nitrogén kotést bontd

enzimek; és szén-foszfor kotést bontd enzimek.
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15. 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor molekula
egy olyan fehérjékbdl, fehérje fragmentumokbdl €s polipeptidekbdl allo
csoportbol van kivalasztva, mely az aldbbi egy vagy tobb csoportba tartozik:

természetben eléforduld
b. természetben eloforduld, de modositott
c. szintetikus polipeptidek
i. természetes aminosavakat felhasznald
ii. szintetikus, természetben nem talalhat6 aminosavakat felhasznald,
példaul D-aminosavakat, B-szubsztitualt, alfa,alfa-diszubsztitualt
aminosavakat
d. talnyomo elektromos toltéssel rendelkez6k
iii. kationos (bazikus amino savak)
iv. anionos (savas amino savak)

e. a fentiek barmely kombinacioja

16. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor
molekuldk szacharidok és oligoszacharidok, a szacharidok ¢és
oligoszacharidok a kdvetkezd csoportb6l vannak kivalasztva:

a. természetben eldforduld, példaul glikéz, manndz, galaktdz, ramnoz,
fukéz, fruktdz, szukroz,

b. természetben eléfordulé amino cukrok, példaul glikézamin,
galaktozamin, N-acetilgliikozamin, N-acetilgalaktézamin, neuraminsav,
szialsav,

c. szintetikus, és nem természetes szacharidok €s amino cukrok, példaul

i. cukrok észterei, példaul cukor-szerves sav észterek €s
ii. kémiailag Osszekapcsolt cukrok ¢és fehérjék/polipeptidek, és

szintetikus glikoproteinek

17. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor
molekuldk glikoproteinek/proteogliikanok, melyek a koévetkez8 csoportbol
vannak kivalasztva:

a. természetben eléforduld, példaul elasztin, lektinek,
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b. szintetikus, példaul médositott, természetben eléfordulé glikoproteinek /
proteogliikanok

18. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor
molekulak glikolipidek, melyek a kovetkezd csoportb6l vannak kivalasztva:
a. természetben  eloforduld, példdul  szfingomielin, cerebrozid,
gangliozidok, és
b. szintetikus, vagy moédositott, természetben eldfordulé glikol; lipidek,
olyan kémiai eljarassal kezelve, mint észterképzés, amidalés, vagy
hasonl6 kémiai reakciok

19. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor
molekulak lipoproteinek, melyek a kovetkezd csoportbdl vannak kivalasztva:
chylomicron, nagyon kis sirliségii lipoproteinek (VLDL), kis siriiségi
lipoproteinek (LDL), nagy sfirtiségi lipoproteinek (HDL).

20. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor
molekulak lipidek, melyek a kévetkezd csoportbdl vannak kivalasztva:
a. nem-poldrosak, természetes vagy szintetikus eredetliek, példaul
trigliceridek, koleszterol vagy egyéb névényi vagy allati szterolok; és
b. poléros, természetes vagy szintetikus eredetlick, példaul foszfolipidek

(foszfatidil szerin)

21. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor
molekuldk sejt fragmentumok és kiiriilt sejtek, kiilsé bakteridlis vagy éllati
sejtfal vagy membrén szegmensek vagy részletek, melyek leképezik az €16
vagy életképes bakterialis vagy éllati sejteket, azért, hogy a szijiiregen belili

felilethez erGsitsenek egy enzimet.

22. Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor

molekuldk nem bioldgiai eredetl, polimer anyagok, melyek kopolimereket
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
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tartalmaz6 csoportb6l vannak kivalasztva, mint példdul a sztirén-butadién
polimerek.

Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az enzim a-
Glikozidaz.

Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az enzim

Dextranaz.

Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor

molekula egy bazikus polipeptid.

A 25. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a bazikus
polipeptid Lys-Lys-Glu-Lys-Lys.

Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy az anchor
molekula egy savas polipeptid.

27. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a savas polipeptid
Glu-Glu-Lys-Glu-Glu.

Az 1. igénypont szerinti készitmény, azzal jellemezve, hogy a szubsztrit
micelldkat tartalmaz.

Baktérium telep képzddést szabalyozo alkalmazisi mddszer, a kévetkezd
lépések szerint:
anchor-enzim komplex képzédése, ahol az enzimet a szerint valasztjuk ki,
hogy képes legyen egy telep matrix legalabb részeire val6 lebontasara, és
egy anchor, mely kapcsolédva az enzimhez a komplex részét alkotja, s
az anchor kivalasztisanal a szubsztrathoz vald kapcsolddasi képessége
szamit, amely 4altal megnovekszik az enzim-anchor komplex retencids

ideje, szoros kozelségben a matrixhoz.
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A 30. igénypont szerinti modszer, azzal jellemezve, hogy a baktérium telep

képz6dést szabalyozzuk a szajiiregen belul.

31. igénypont szerinti mddszer, azzal jellemezve, hogy a telep matrix egy

plakk matrix és a plakk matrix poliszacharidokat tartalmaz.

Baktérium telepek tulburjanzasat szabalyozd készitmény eldallitasi eljardsa,
mely a kovetkezd eljarasi 1épéseket tartalmazza
egy enzimet kivalasztunk, azon képessége szerint, hogy képes legyen
lebontani a baktérium telep megjelenésekor a szerkezeti elemeket,
egy anchor molekulat kivalasztunk, aszerint, hogy képes legyen kapcsolddni
a kivalasztott enzimhez, \igy hogy az enzimnek megmaradjon hatékony
enzimatikus aktivitdsa a szerkezeti elemek lebontdsira, tovabba az
anchor kivéalasztasanal szamit kapcsolddasi képessége egy, a baktérium
telephez kozeli szubsztrathoz; és
az anchor és az enzim Osszekapcsoljuk, enzim-anchor komplex

képzoddésével.

A 33. igénypont szerinti moédszer, azzal jellemezve, hogy a baktérium telepek
tulburjanzasat szabalyozzuk a szjtregen beliil.

Bakterialis plakk telep képzOdést szabéalyozd alkalmazasi moédszer a
szajiregen belil azzal jellemezve, hogy egy specifikus plakk bonté enzim
kapcsolddik egy anchorhoz, melyet a kovetkezd csoportbél valasztunk ki:
sejtfal, sejtfal fragmensek, sejt fragmensek és kitirult sejtek.

LXX XYY
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